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究では，in vitroとin vivoの評価系を作製し，本複合剤の水平骨欠損モデルにおける有効性を検討した。 
【材料と方法】 
1. 試料：CB-bFGFは，Gluthation-S-Transferase（GST）との融合タンパク質として生産した。発現プラス





ロプレートに 1.0 × 103 cells/wellで播種し，5時間培養後に，CB-bFGFまたは bFGFを 0，1，10，
100，そして 1,000 pMの濃度で添加した。72時間培養後にWST-8 assayで評価した。 
3. コラーゲンシート（CS）における滞留性の評価：bFGFおよび CB-bFGFを Alexa Fluor 594 dyeで標識
した。5 mm × 5 mm × 2 mmの CSに標識した CB-bFGFまたは bFGF（0.58 nmol）を反応させ，1 mL
の αMEMを加えた 12穴プレートに静置した。0，1，3，5，10，そして 14日後に IVIS systemを用い
て蛍光測定し，その表面積を Image Jで定量した。 
4. 骨欠損モデルでの評価：9週齢の雄性 SDラットの上顎口蓋側歯肉を切開・剥離し，第一大臼歯近心




5. マイクロ CTによる定量：マイクロ CT画像を撮影し，骨体積と骨塩量を定量した。 
6. 組織学的形態計測：10% ギ酸で 10日間脱灰し，厚さ 4 µmの組織切片を作製した。ヘマトキシリン-エ
オジン（H-E）染色と Azan染色を行い，新生骨面積と上皮性付着の長さを計測した。 
7. 免疫組織学化学染色による解析：Osteocalcin（OCN），Prolifering Cell Nuclear Antigen（PCNA），そし
て Osteopontin（OPN）陽性細胞の局在と細胞数の定量を行った。 
8. 統計解析：2群間以上の差の検定には one-way analysis of variance（one-way ANOVA），多重比較検定に
は Tukey/Kramer testを用いた。2群間の差の検定には Student t-testを用いた。p値が 0.05未満の場合を
有意差ありと判定した。 
【結果】 
1. in vitroにおける CB-bFGFの性質評価：精製した CB-bFGFは，コラーゲン結合活性を示した。CB-bFGF
のラットの歯根膜細胞に対する細胞増殖活性は，0〜1,000 pMの範囲で bFGFと同程度であった。また，
CB-bFGFは bFGFと比較して CS中により長期にわたって保持されていた。 
2. in vivoにおける骨体積と骨塩量の評価：術後 4週において，CB-bFGF/CP群では骨体積および骨塩量が
Control 群と比較して有意に増加した。術後 8 週において，CB-bFGF/CP 群では骨体積および骨塩量が
対照群と比較して有意に増加した。 




4. 骨欠損部における OCN，PCNA，OPN 陽性細胞の局在と定量：OCN 陽性細胞は新生骨表面で確認さ
れ，術後 4週において，対照群と比較して有意に増加した。PCNA陽性細胞は新生骨周囲の結合組織中


















































































して，術後 8 週において歯槽骨表面積を有意に増加させた。Azan 染色の結果から，CB-
bFGF/CP 群は，Control 群と比較して，術後 4 週において有意に上皮組織長を減少させた。
抗 osteocalcin抗体，抗 proliferating cell nuclear antigen抗体，そして抗 osteopontin抗体を用
いた免疫組織化学染色の結果から，CB-bFGF/CP群は，対照群と比較して，術後 4週におい
て陽性細胞数を増加させた。それぞれの陽性細胞は，術後 4 週において新生歯槽骨表面お
よび周囲の結合組織中で顕著に観察された。 
 
以上のことから，CB-bFGFは，コラーゲン基剤中に滞留し徐放されることで，bFGFと比較して
水平性骨欠損における歯周組織再生を促進することが示唆された。 
 
本研究では，これまでbFGFでは歯周組織再生療法が困難であると考えられてきた水平性骨欠
損に対して，CB-bFGFの特徴である局所滞留性を利用することで，その有効性を報告している。
本研究によって得られた結果は，歯周組織再生療法の適応症の拡大の可能性を示唆するものであ
り，今後の歯科医療の発展に大いに貢献するものである。 
 
よって，本審査委員会は，本申請論文に博士（歯学）の学位論文としての価値を認める。 
